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Přírodovědecká	fakulta	
Univerzita	Karlova	v	Praze	
Viničná	7,	128	43	Praha	2	
Česká	republika	
email:	karel.drbal@natur.cuni.cz	
web:			www.natur.cuni.cz/biologie/bunecna-biologie/pracovni-skupiny/Molekularni_dynamika_imunitni_odpovedi	
těchto	souvisejících	prací	a	použitého	materiálu	a	induktorů	jsem	v	práci	postrádal.		
Můžete	srovnat	klony,	induktory	a	výsledky	do	jedné	konzistentní	tabulky?	
Vysvětlení	k	otázce	3/:	Proč	byly	použité	pouze	vybrané	klony	a	nikoli	také	transientní	kultury	po	
transfekci	plasmidem?	Jaká	byla	Vaše	účinnost	transfekce?	Byla	provedená	selekce	puromycinem?	
Jaká	byla	variabilita	mezi	klony	pro	studované	vlastnosti?	Proč	byla	jako	kontrola	vzata	právě	směsná	
kultura	po	transientní	transfekci	prázdným	plasmidem?	Nezávisle	na	tom,	kdo	tuto	práci	provedl,	
musí	být	tento	výběr	biologického	materiálu	řádně	popsaný	a	zdůvodněný.	Je	to	nezbytný	základ	pro	
správnou	interpretaci	dat.	
7/	Nechápu	výsledek	analýzy	celkového	zastoupení	S/4N	–	buněk	v	S,	G2,	M	fázi	buněčného	cyklu	–	hlavně	při	
použití	nocodazolu,	který	blokuje	výstup	z	M	fáze.	Jak	bylo	řečeno	v	Úvodu,	senescentní	buňky	většinou	skončí	
v	zablokované	G1	fázi.	Jak	vysvětlíte	výsledky	(Fig.	17),	kde	po	ovlivnění	nocodazolem	a	indukci	exprese	p16	
postupně	klesá	zastoupení	S/4N	buněk,	zatímco	by	tato	frakce	měla	stoupat	při	hromadění	buněk	v	M	fázi.	U	
klonů	s	vysokou	expresí	p21	je	tento	efekt	ještě	rychlejší	(Fig.	20	a	21).	
8/	Jak	vysvětlíte,	že	na	str.	64	píšete,	že	60%	p16-exprimujících	buněk	bylo	během	24-hodinové	inkubace	
v	S	fázi,	ale	na	obrázku,	kde	znázorňujete	zastavení	buněčného	cyklu	(Fig.	17)	máte	pouhých	20	%	v	S	a	G2/M	
fázi.	U	p21-exprimujících	klonů	je	tomu	přesně	naopak.		
9/	Nicméně	pro	oba	induktory	je	použitý	jiný	časový	rámec	(p16	po	15	dnů/7	indukcí;	p21	po	7	dnů/3	indukce).	
Pro	zastavení	buněčného	cyklu	autor	použil	jiný	čas	–	5-denní	indukci	pro	p16	a	2-denní	pro	p21.	V	obou	
případech	není	jasné	z	jakého	důvodu	se	takto	autor	rozhodl,	ani	zde	nejsou	citované	relevantní	práce.	
